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学位論文の内容要旨

Nectin-l Spots as a Novel Adhesion Apparatus That Tethers 

Mitral Cell Lateral Dendrites in a Dendritic Meshwork Structure 

of the Developing Mouse Olfactory Bulb 

ネクチン1スポットは発生期のマウス嘆球の樹状突起網目状構造において

{曽精細胞の側方樹状突起同士を繋ぎ留める新しい接着装置である
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井上貴仁

萱塁
神経細胞は軸索と樹状突起を有し、それらは軸索一樹状突起問シナプスや樹

状突起間相互シナプスといった化学シナプスと、ギャップ結合を介する電気シ

ナプスによって結合しているーこれらのシナプスの機能と構造については近年

詳しく解析されている。これらとは別に、神経細胞同士の樹状突起聞に接触部

位が認められていた。このような接触は、嘆球の外叢状層の僧帽細胞の樹状突

起聞において最初に見出され、その後、網膜や海馬において報告されてきたが、

その機能や構造はほとんど理解されていない。嘆球の外叢状層では、僧帽細胞

が樹状突起を側方に伸ばし、他の僧帽細胞の側方樹状突起および一次樹状突起、

穎粒細胞の樹状突起と接触部位を形成している。また、僧帽細胞の側方樹状突

起と頼粒細胞の樹状突起との接触部位では相Eシナプスが形成され、{国帽細胞

から嘆皮質へ向かう興奮性シグナルの7同期出力が制御されている。相互シナ

プスの足場となる僧帽細胞の樹状突起の網目状構造は、嘆神経細胞からの匂い

情報の処理に重要な役割を果たしているが、この網目状構造がどのように形成

されるのかは不明である。

シナプス構造を形成する接着分子には様々なものがあり、その一つにネクチ

ンがある。私の所属する研究室では、ネクチンが細胞外領域を介して同種およ

び異種のネクチンファミリ一分子とトランスに相互作用し、隣接する細胞との

接着を制御していること、細胞内領域ではアファディンと結合し、アクチン骨

格と連結していることを示してきた。さらに、シナプス結合では前シナプス側

にネクチンー1が後シナプス側にネクチンー3がそれぞれ局在していることを示

した。

亘血
ネクチンがマウス嘆球の外叢状層おける僧帽細胞樹状突起聞の接触部位に発

現し、接着分子として機能しているか検討した。

盤塁
1.嘆球の外叢状層深部におけるネクチン-1の特異的な局在

マウスの嘆球において僧帽細胞の樹状突起網が形成される待期である生
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後 10日目に免疫組織学的検討をした結果、外叢状層深部ではネクチンー1の

強い特異的シグナルが観察された。また、ネクチン-1のシグナルは、僧帽

細胞の樹状突起上に重なって観察された。このネクチン-1シグナルの認め

られる部位には、他の細胞接着分子(ネクチンー2やNーカドヘリン)やそれ

らの結合分子(アファディン、 βカテニン、 α一アクチニン、ビンキュリジ)

のシグナルは認められなかった。

2. f首帽細胞聞の接触部位におけるネクチンー1の超微細構造解析

外叢状層深部において僧帽細胞の樹状突起上に認められたネクチン-1が

どのような接着構造を形成しているかを免疫電子顕微鏡によって解析した。

その結果、ネクチンー1分子は、樹状突起の接触部位において双方の細胞膜

上に対称的に位置していた。このネクチン-1分子が集積している部位の細

胞膜聞の距離は 20.8:t3.3nmであり、集積していない部位の細胞膜聞の距

離 (30.1:t0.0nm)よりも有意に近接していた。とれらの結果は、ネクチン

-1の分子が双極性に集積している部位では、一定の細胞間距離をもって、

細胞膜が接着していることを示しており、この部位を「ネクチンー1スポッ

トJと命名した。ネクチンーlスポットは、僧帽細胞の側方樹状突起聞の他

に、僧帽細胞の側方樹状突起と一次樹状突起問、および僧帽細胞の側方樹状

突起と穎粒細胞の練突起の付け根部分との聞にも認められた。

次に、超薄切連続切片の電子顕微鏡解析によってネクチンーlスポットの

三次元構造を再構築した。その結果、ネクチンー1スポットの集まりは、楕

円形もしくは多角形の円盤状の構造体をしており、直径が 0.1-3.011mの大

きさであった。

ネクチンー1スポットの膜構造を免疫電子顕微鏡によって解析した結果、

ネクチンー1スポットでは双極性の細胞膜の肥厚が観察されたが、興奮性や

抑制性シナプスのシナプス後膜において観察される細胞膜肥厚よりは薄か

った。また、ネクチンー1スポットに観察される膜肥厚では、パンクタ・ア

ドヘレンシア結合 (PAJ)で特徴的な細胞骨格の密な裏打ちが確認されなか

った。この結果は、免疫組織学的な解析によって接着関連分子のシグナルが

観察されなかった結果と一致していた。これらの結果から、ネクチン-1ス

ポットの電子顕微鏡で観察される特徴は他の接着結合 (PAJ、興奮性シナプ

ス結合、抑制性シナプス結合、接着結合、密着結合、デスモソーム)とは異
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なり、膜肥厚の程度が薄く、細胞骨格の裏打ちがないことが明らかになった。

3.ネクチン-1欠損マウスにおける樹状突起聞の接触構造の異常

次に、野生型とネクチン-1欠損マウスの僧帽細胞の樹状突起聞の接触構

造に差があるかどうかを検討するために、電子顕微鏡観察によって純形態を

比較した。野生型マウスの嘆球の外叢状層深部では、{曽帽細胞の樹状突起聞

に双方の細胞膜が肥厚したネクチン-1スポット様の接触部位が観察された

が、ネクチンー1欠損マウスでは、野生型マウスの接触部位に比べて小さく、

細胞膜の肥厚度合いも少なく、部分的に相互の接触が剥離しているところも

観察された。これらの結果から、ネクチン-1はネクチンー1スポットの電子

顕微鏡学的特徴である細胞膜聞の近接と膜肥厚に関与し、樹状突起聞の接触

に機能していることが明らかになった。

4.発生期依存的なネクチンー1の発現

僧帽細胞の側方および一次樹状突起の伸展は胎生期 15・16日目から始ま

り、生後4週目あたりで樹状突起網が完成する。また、穎粒細胞は生後3週

間で乙の樹状突起絹と相互シナプスを形成することが知られている。そこで、

ネクチン-1スポットが発生期のいつ頃形成されるかを検討するために、生

後 5、10、70日目の嘆球におけるネクチン-1のタンパク質発現量を組織免

疫染色法とウエスタンブロット法によって検討した。ネクチンー1の発現量

は、生後 10日目に最大となり、その後減少した。この結果から、外叢状層

深部におけるネクチンー1の発現量は、生後に樹状突起網が形成される時期

に最も高く、形成後には減少していくことが明らかになった。

主塞
免疫組織化学的解析と電子顕微鏡学的解析により、ネクチンー1が発生期のマ

ウス嘆球の外叢状層深部において、{首帽細胞の側方樹状突起閑および、側方樹

状突起と一次樹状突起問、側方樹状突起と頼粒細胞の樹状突起の赫突起付け根

間に対称的に細胞膜接触部位に濃縮していること、そして、その接触部位では

細胞膜が肥厚していることが明らかになった。一方、ネクチンー1が欠損すると、

この双極性の細胞膜の肥厚は減少し、部分的に剥離することが明らかになった。

これらの結果から、ネクチンー1が僧帽細胞の側方樹状突起聞の接触部位におい
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て、同種親和性にトランスに相互作用し、これらの細胞膜を結合させていると

考えられた。ネクチン-1が対称性に局在している僧帽細胞の倶u方樹状突起聞の

接触部位の呼称がなかったため、「ネクチンー1スポット」と命名した。

ネクチンー1スポットにおける細胞膜間隙は、接着構造のない細胞膜間隙より

も短く、 PAJの間隙と同程度であった。しかし、ネクチンー1スポットで接触す

る細胞膜の大部分では、細胞膜肥厚は認められるものの、 PAJなどの既知の細

胞骨格裏打ち構造とは関係していなかった。したがって、ネクチンーlスポット

は新しい接着装置を形成していることが明らかになった。

ネクチンー1スポットの三次元構造解析によると、僧帽細胞の側方樹状突起間

でネクチン-1スポットが凝集し、楕円または多角形に並んでいた。一般に、接

着分子の凝集は、細胞外領域を介するトランス相互作用と細胞内領域を介する

細胞骨格との相互作用により誘導される。これまでに、海馬の PAJや非神経細

胞において、ネクチンは細胞内領域を介してアファディンと結合し、細胞骨格

と連結していること、さらには、アファディンはネクチンが起点となった細胞

接着部位にカドヘリンを動員することが示されている。しかし、ネクチン-1ス

ポットにはアファディンが局在していなかった。これは典型的なアクチン骨格

と他の接着分子がネクチン-1スポットに認められなかった理由のーっと考え

られた。しかし、なぜ、ネクチンーlがネクチン-1スポットでアファディンと

結合しないかや、ネクチンーlスポットにおいて、向かい合う細胞膜が肥厚する

機序、およびネクチンーlがトランス結合して凝集する機序は不明である。未知

の細胞膜タンパク質がネクチンーlの細胞内領域と結合している可能性や、この

未知の細胞膜タンパク質の細胞内領域に結合した他の未知の細胞膜タンパク質

が同じ細胞膜上でネクチンー1の細胞外あるいは細胞内、あるいは両方め領域と

シスに相互作用している可能性が考えられた。

ネクチン-1同士の結合強度は、ネクチンー1とネクチン-3の結合強度と比べ

るとはるかに弱い。ネクチン-1の発現が発生期に最も高かったことから、ネク

チン 1スポットが樹状突起の伸展のある特別の時期において一過性に使用さ

れるのに適した接着装置であると考えられた。しかし、ネクチンー1がそのよう

な時期にどのように発現の制御がなされているかは不明であり、ネクチン 1の

発現制御の機序やネクチンー1スポットの生理学的役割を理解するにはさらに

研究する必要がある。
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[目的]嘆球の外叢状層では僧帽細胞の樹状突起が網目状構造を形成し、匂い情報の処理に

重要な僧帽細胞と頼粒細胞の相互シナプスの足場を形成している。この網目状構造には僧帽

細胞の側方樹状突起間にシナプスとは異なる接触部位が存在するが、その機能や構造はほと

んど理解されていない。ネクチンファミリ一分子は細胞間接着分子の一つであり、ネクチン

・1、ネクチン-2、ネクチンー3、ネクチン-4からなる。同種あるいは異種のネクチンファミリ

一分子が細胞外領域を介してトランスに相互作用し、隣接する細胞との接着を制御してい

る。そこで本研究では、マウス嘆球の僧帽細胞樹状突起聞の接触部位におけるネクチシ-1や

その他の細胞間接着分子の局在を調べ、さらにネクチンー1がこの部位の接着分子として機能

しているかを検討した。

{方法]生後 10日目のマウス嘆球を用いて、免疫組織学的手法により外叢状層において発

現しているネクチンなどの接着分子およびその結合分子の局在を検討した。免疫電子顕微鏡

による解析により、接着構造におけるネクチンの集積やその長さ、またネクチンの集積と細

胞聞の距離や膜構造との関連を検討した。また、超薄切連続切片を作製し、三次元構造を再

構築し、その形状を詳細に検討した。ネクチンー1欠損マウスの嘆球を用いて、電子顕微鏡

による解析により、ネクチン・1の僧帽細胞樹状突起聞の接着構造への寄与を検討した。生後

5、10、70日目のマウス嘆球を用い、免疫組織学的手法およびイムノブロット法にて、発達

期におけるネクチンー1の発現変化を検討した。

[結果]

1.生後 10日目のマウスの嘆球外叢状層深部において、僧帽細胞の樹状突起間の接触部位

に、ネクチン-1分子が対称性に集積していた。このネクチン・1シグナルの認められる部

位には、ネクチンー2や N-カドヘリンやそれらの結合分子のシグナルは認められなかっ

た。

2. このネクチンー1分子の集積部位では、細胞膜聞の距離が有意に近接し、細胞膜の肥厚も

観察され、接着構造を形成していたが、パンクタ・アドヘレンシア結合 (PAJ)で特徴

的な細胞骨格の密な裏打ち構造は観察されなかった。この新規の接着装置を「ネクチンー

1スポット」と命名した。 ¥ 

3. ネクチンー lスポットは、僧帽細胞の側方様状突起聞や側方樹状突起と一次樹状突起問、

側方樹状突起と頼粒細胞の練突起の付け根部分との聞に認められた。

4. ネクチン-1スポットの集まりは、接着部位の細胞膜上に楕円形もしくは多角形の円盤状

の構造体をしていた。

(つづく)



5. ネクチンーl欠損マウスでは、野生型マウスに比べ、僧帽細胞の樹状突起聞の接触部位

が小さくなり、細胞膜の肥厚度合いも少なく、部分的に相互の細胞膜の接触が剥離し

ていた。この結果から、ネクチンー 1が僧帽細胞の樹状突起聞の接着に機能しているこ

とが明らかになった。

6. ネクチンー lの発現量は、生後 5日目から 10日目にかけて最大となり、その後減少し

た。

【結論]ネクチンー 1は、発生期にマウス嘆球僧帽細胞の樹状突起聞の接触部位において、

新しい接着装置である「ネクチンー 1スポット」を形成し、一過性に樹状突起同士を繋ぎと

めるととにより、樹状突起の網目状構造の形成に寄与している可能性が示された。

以上、本研究は、マウス嘆球の僧帽細胞の樹状突起聞の接触構造を形成する分子を同定

し、パンクタ・アドヘレンシア結合とは異なる新規の接着構造の存在を明らかにしたもの

であり、細胞間接着分子による神経回路形成機構を理解する上で重要な貢献をしたものと

して価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格

があると認める。




